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伝達経路を高度に発達させてきた(5, 6)。その中の一つであるサリチル酸（salicylic acid、SA） 
伝達経路は、主に病害応答に重要な役割を担っており、通常、生物栄養性もしくは半生物栄養
性の病原体に対する抵抗性反応に関わっていることが知られている(7, 8)（Figure 0A、0C）。SA
シグナル伝達が活性化されると、細胞に抗菌物質やPathogenesis Related （PR） protein (9, 10)
等の防御タンパク質が蓄積し、病害防御反応が起こる(6, 11, 12)（Figure 0C）。この過程では、
WRKY 転写因子を含む様々な転写因子の働きによって遺伝子発現の再プログラミングが起こる
(13, 14)（Figure 0C）。 
ファイトアレキシンは、微生物の接触によって植物で生産および蓄積される低分子量の抗菌
物質(15)である。イネでは 16 種類が同定されており、うち 15 種類はジテルペン型ファイトア
レキシン （diterpenoid-phytoalexin, DP）である(16, 17)。DP は （E,E,E）ゲラニルゲラニ
ル 2リン酸 （geranylgeranyl diphosphate, GGDP）を経て合成され、最終産物であるモミラ
クトン（momilactone）A および B、 ファイトカサン（phytocassanes）A-E、オリザレキシ





（mitogen-activated protein kinase、MAPK）カスケード の構成要素であるイネMAP キナー
ゼキナーゼ４（OsMKK4）は、ほぼ全ての DP 合成遺伝子群の発現の誘導に関与している(22)。
そして最近、M. oryzae 感染誘導性で、DP 合成遺伝子群の発現を直接制御する新規の basic 
helix-loop-helix（bHLH）型転写因子 Diterpenoid phytoalexin factor （DPF）が同定された
(23)。 
イネにおいて、WRKY45 は SA の機能的アナログとして知られる抵抗性誘導剤であるベンゾ
チアジアゾール（benzothiadiazole, BTH） 誘導性のグループ III の WRKY 型転写因子であり、
抵抗性誘導剤による病害防御において中心的な役割を担う転写活性化因子の一つである(24)
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（Figure 0A）。WRKY45過剰発現イネは、イネの重要な病原体であるM. oryzaeや白葉枯病菌




解による WRKY45 の二段階防御機構が WRKY45 によるいもち病抵抗性に重要な役割を担う
(26)。 DP 合成におけるWRKY45 の関与に関する我々の研究から、OsMKK4 の経路とは独立
に、SA経路中のWRKY45がDP合成制御に関与していることが明らかとなった(27)（Figure 0D）。




察されるグループ IIa の WRKY 型転写因子である(14)（Figure 0C）。M. oryzaeによる感染過








はり複雑である。オオムギの HvWRKY1,2 は、コムギうどん粉病菌 Blumeria graminis感染に
対する抵抗性反応の負の制御因子であると報告されている(30)。シロイヌナズナにおける３つの
WRKY62 ホモログである AtWRKY18 および AtWRKY40、AtWRKY60 の三重欠損体はトマト
班 葉 細 菌 病 菌 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 や う ど ん 粉 病 カ ビ 菌
Golovinomyces orontii （G. orontii）の感染に対して強い抵抗性を示す(30, 31)。また、G. 
orontii 感染早期には AtWRKY18 と AtWRKY40 が、多くの病害応答性因子の発現を負に制御
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れた bHLH 型の転写因子 DPF は、M. oryzae感染誘導性で、DP 合成遺伝子群の発現を直接に
転写制御することが報告されている(23)。DP 合成遺伝子群の発現は WRKY45 に依存している
ため(27)、DPF遺伝子の発現もまたWRKY45 やWRKY62 に制御されている可能性が考えられ
る。そこで本章においては、WRKY62 による病害応答への関与について解明することを目的と
し、以下の解析を行った。はじめに、WRKY62 の発現制御における WRKY45 の関与を明らか
にするため、SA経路におけるWRKY45とWRKY62の誘導性の詳細と、SA経路によるWRKY62




解析するため、SA 経路において WRKY62 の制御する下流遺伝子のトランスクリプトーム解析
を行った。さらに、SA 経路による DPF遺伝子の発現制御におけるWRKY45 および WRKY62




1.2.1 日本晴品種非形質転換イネ（NB）の BTH 処理によるWRKY45およびWRKY62の発
現解析 
1.2.1.1 遺伝子 
本研究で解析したイネの遺伝子のアクセッション番号を Table 4 に示した。 
 
1.2.1.2 植物 
非形質転換イネは日本晴品種（Oryza sativa L. japonica cv. Nipponbare ）を用いた。RNAi
によるWRKY45抑制イネ（WRKY45-kd）作製のためのコンストラクトは、pANDA ベクタ








1.2.1.3  ムラシゲ・スクーグ（MS）寒天培地(37) 
30 g/l sucrose、×1 MS vitamin（Sigma）、4.6 g/l Murashige and Skoog Plant Salt Mixture
（日本製薬）、4 g/l Gerlite、pH5.8 を記載の終濃度になるように調製し、121℃、20 分間
でオートクレーブ後シャーレに分注し、凝固させた。 
 




1.2.1.5 イネの BTH 処理 
NB 種子の種皮を除去後、70% エタノールおよび 50% 次亜塩素酸溶液（約 5%塩素）にて
順次滅菌した後、MS 固形培地に播種し、30℃で 4 日間保温して発芽させた。発芽後の幼苗
は、2.5 ml/ plant となるよう液体肥料 1/1000 hyponex（ハイポネックスジャパン）溶液を
加え、30℃で 2 日間栄養補給および馴化した。3葉期となったイネ植物の水耕液に、終濃度
30 µM となるように BTH を加えて 30℃に保温し、0、3、6、12、24 時間後にイネ地上部
を切り取って 2 ml チューブ（ジルコニアビーズ入り）に採取した後直ちに液体窒素にて凍
結後、超低温槽に保存した。 
採取したイネ植物を粉砕機（Retsch MM300）中で 20 回/秒、2 分間粉砕し、TRIzol
（ThermoFisher, www.thermofisher.com）1 mlおよびクロロホルム250 µlを加えて15 秒
間激しく撹拌後、10,500×g、4℃で 15 分間遠心して上清を得た。これに 2-propanol 250 µl
を加えて緩やかに混合し、室温にて 10 分間放置後 10,500×g、4℃で 15 分間遠心して RNA
の沈殿物を得た。これを 70% エタノールにて洗浄後、室温で風乾してエタノールを除去し
た後、水に溶解させた。抽出した RNA はさらに RNeasy mini kit （QIAGEN, 
www.qiagen.com）にて精製した。 
精製した total RNA 1 µg を 65℃で 5 分間加熱後、氷上で急冷することにより変性させ、
37℃で 5 分の DNase 反応によってゲノム DNA を除去した後、ReverTra Ace qPCR RT 
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Master Mix （Toyobo, www.toyobo.co.jp）を用いて、37℃で 15 分および 98℃で 5 分間
の逆転写反応により cDNAを得た。この cDNA溶液の 1/6 希釈液 1 µl を用い、KAPA SYBER 
fast universal qPCR kit （KAPABIOSYSTEMS, www.kapabiosystems.com）もしくは
Takara SYBR premix Ex Taq（Takara、www.takara-bio.co.jp） を用いた 12 µl の反応液
で定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（quantitive reverse transcription polymerase chain 
reaction、qRT-PCR）法（Thermal Cycler Dice TP800 system、Takara）を行うことによ
り、各遺伝子の発現量を定量した。内部標準として、Rice ubiquitin 1 （RUbq1; 
Os06g0681400）を用いた。qRT-PCR に用いた primer DNA は Table 4 に記した。 
反応サイクルは、95℃、30 秒反応して DNAを変性した後、95℃、5 秒反応後 60℃、30 秒
の反応を 40 回繰り返して伸長反応させた。 
 
1.2.2 噴霧によるイネの BTH 処理 
 噴霧によるイネの BTH 処理は、４葉期のイネの第 4葉に対し、0.5 mM BTH、0.5%（v/v） 
アセトン、0.05%（v/v） Tween20 水溶液を噴霧して行った。 
 
1.2.3 WRKY45 の一過的発現によるWRKY62 の転写活性化実験 
1.2.3.1 レポーター遺伝子 pGL4.7 および pGL4.7-W62 pro  
WRKY62遺伝子の上流 1 kb 領域をウミシイタケ・ルシフェラーゼ遺伝子（hrLUC）コー
ド領域の上流に含むレポーター遺伝子は、所属研究室松下茜博士が作製したものを用いた。 
 
1.2.3.2 エフェクター遺伝子 35S-WRKY45 





NBの葉鞘を7 mm長に切断し、0.4 M マンニトールを含む0.5% 寒天プレートに並べた。
特筆しない限り、700 µg の金粒子（径 1 µm, Bio-Rad, www.bio-rad.com）と 3 µg のレポ
ータープラスミド、0.12 µg のエフェクタープラスミド、0.5 µg の内部標準プラスミド
Ubi:LUC (23)を、1.25 M CaCl2と 0.25 µg/µl 硫酸プロタミン存在下で混和することにより、
金粒子にプラスミドDNAをコーティングさせ(38)、PDS-1000/He Biolistic particle delivery 
system（Bio-Rad）を用いて葉鞘片内に導入した。28℃で６時間反応後、葉鞘片サンプルを
ジルコニアビーズ入り 2.0 ml チューブに入れ、直ちに液体窒素で凍結させた後、20 回/秒
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で 2分間粉砕（Retsch MM300）した。ウミシイタケ・ルシフェラーゼ活性を Dual-Luciferase 




イネの種子を 70% エタノールおよび 50% 次亜塩素酸溶液（約 5%塩素）にて順次滅菌後、
30℃で約２日浸水し、発芽させた。発芽直後のイネ植物を、土壌（Bonsol No2; Sumitomo 
Chemical corp.、www.sumitomo-chem.co.jp）入りのポット（キャネロンビーポット 5 cm
×5 cm×5 cm/穴、25 穴）に移植し、組換え体用閉鎖系温室にて日中 28℃、夜間 23℃の条件
で生育させた。NBに親和性のいもち病菌であるM. oryzae, Ina86-137（ race #007）は、
72.5 g/l オートミール寒天培地において 25℃で 10 日間培養した後、胞子を綿棒にてこすり取
り、0.01% Tween20溶水に懸濁して濾過後、顕微鏡下で胞子濃度を計測して1.0×105 胞子/ ml 
に調製した。この胞子溶液を、５葉期になったイネ植物に噴霧接種し、20℃、湿度 90%の接
種チャンバー（小沢製作所）にて 21 時間インキュベートした後、イネを組換え体用閉鎖系温
室に戻して日中 28℃、夜間 23℃の条件で生育させ、６日後に第 4 葉上の病班数を計測した。
BTH 処理後のイネを用いていもち病接種検定する場合は、土壌に 30 µM BTH 溶液を 3 ml/
個体となるように加え、40 時間後にM. oryzaeを接種した(27)。 
 
1.2.5 イネの白葉枯病菌接種検定 
イネの種子を 1.2.4 と同様に発芽させ、８葉期まで生育させた。NB に親和性の白葉枯病菌で
ある Xoo（race #T75373）は、PSB 寒天培地（10 g/l Bacto Pepton、10 g/l Sucrose、1 g/l 
Monosodium Glutamate、16 g/l Bacto Agar）において 30℃で 3 日間培養した後、菌体ごま
粒大を滅菌水に懸濁し、OD600=0.03 に調製した。この胞子溶液につけたはさみで、第 7および
第 8 葉の先端約 2 cm を剪定し、２週間後に剪定部からの病班伸長を測定した(39)。BTH 処理
後のイネを用いて白葉枯病接種検定する場合は、土壌に 30 µM BTH 溶液を 3 ml/個体となる





WRKY62 および WRKY45 の cDNA をそれぞれトウモロコシ・ユビキチン遺伝子プロモー
ターの制御下に発現するもので、所属研究室菅野正治博士により作製されたもの(24)を用い
た。 





様に培養したM. oryzae, Ina86-137 （race #007）は、1.0×106 胞子/ ml になるように
調製した。この胞子溶液 10 µl を葉表面に滴下し、遮光下で 26℃、40 時間反応後、明条件
で生育させ、６日後に病班面積を比較した。BTH 処理後のイネを用いていもち病接種検定
する場合は、いもち菌接種 4日前の土壌に 500 mM BTH 溶液が 3 ml/plant となるように
加えた。 
 
1.2.7 マイクロアレイ法によるWRKY62 の下流遺伝子の探索 
NB およびWRKY62-kd を BTH 処理した後、0、12、24 時間後に採取を行い、RNAを精製
した。精製したRNAはBioanalyzer （Agilent Techonologies Inc.、www.home.agilent.com）
によって分解されていないことを確認した。各 400 ng の RNA から Moloney Murine 
Leukemia Virus Reverse Transcriptase（ThermoFisher）による 40℃、2 時間の逆転写反応
により二本鎖 cDNA を合成し、さらに T7 RNA polymerase（ThermoFisher）を用いて 40℃、
2 時間反応させて Cy3 ラベルされた cRNA を合成した。この cRNA を RNeasy mini kit 
（QIAGEN）により精製し、Fragmentation buffer（Agilent Technologies）を加えて 60℃、
30 分反応させて断片化した後、Agilent Rice Oligo Microarray スライドガラス（44K、
custom-made、Agilent Technologies）に滴下し、65℃で 17 時間ハイブリダイズした。その
後スライドガラスを洗浄し、スキャン（scanner model G2505B、Agilent Technologies）し
た後、解析データを Feature Extraction software（Agilent Technologies）によって抽出した。
解析データは、全遺伝子の発現量の平均値に対して標準化し、Subio program （Subio Inc.、
www.subio.jp）によって解析した。12 時間および 24 時間のデータの平均を算出し、０時間
のデータに対する差の有無を Student の t検定により危険率 5%以内で算出した。各遺伝子の
qRT-PCR による発現解析は、1.2.1.5 と同様に行った。 
 
1.3 結果 
1.3.1 BTH 処理イネにおいてWRKY45 とWRKY62 は同時期に発現誘導される。 
 SA シグナルによる WRKY45 遺伝子と WRKY62 遺伝子の誘導パターンを比較するため、
BTH 処理した後の日本晴品種非形質転換イネ（NB）における WRKY45 および WRKY62 の
発現を経時的に解析した（Figure1A、1B）。すると、両者の発現は共に BTH 処理後３時間後
に誘導され、12 時間後には最大に達しており、互いに酷似した発現パターンであった。この
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ことは、SA 経路による病害応答反応において、WRKY62 がWRKY45 とほぼ同時期に機能す
ることを示唆している。 
 
1.3.2 SA シグナルによるWRKY62遺伝子の発現誘導はWRKY45 に依存している。 
次に、SA シグナルによる WRKY62 遺伝子の発現誘導と WRKY45 との関係をさらに調べ
るため、NB および WRKY45抑制イネ（WRKY45-kd）を BTH 処理し、WRKY62の発現解




1.3.3 WRKY45 はWRKY62遺伝子の転写を制御する 
 続いて、WRKY45 が WRKY62 遺伝子の転写を制御しているか調べるため、イネ葉鞘を用
いたパーティクルボンバードメント法による一過的発現系解析を行った。WRKY62 の転写開
始点上流の DNA配列約 1k 塩基をウミシイタケ Luciferase遺伝子（hrLUC）のコード領域の
上流につないだレポーター遺伝子を用い、フェクター遺伝子WRKY45による転写活性化能を
測定した（Figure 3）。その結果、WRKY62上流領域（W62 pro）を含まないレポーター遺伝




1.3.4 WRKY62 はいもち病抵抗性を正に制御する 
 WRKY62 がイネの病害抵抗性に果たす役割を調べるため、WRKY62-kd を用いていもち病
菌（M. oryzae）噴霧感染実験を行った。接種前に何も処理を行わない場合、M. oryzaeを接
種すると、WRKY62-kd では対照の NBより多くの病斑が観測され、WRKY62-kd ではいもち
病に対する基礎的抵抗性が低下していることが分かった（Figure 4A）。また、抵抗性誘導剤
BTH で前処理した後にM. oryzaeを感染させた場合、NBでは BTH の作用によりいもち病抵




1.3.5  WRKY62 は白葉枯病抵抗性を正に制御する 
 WRKY62 が複数の病原菌に対する病害防御応答に果たす役割を調べるため、WRKY62-kd
を用いて白葉枯病菌（Xoo）剪定感染実験を行った。接種前に何も処理を行わない場合、Xoo
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を接種すると、WRKY62-kd では対照の NBより長い病斑長が観測され、WRKY62-kd では白
葉枯病に対する基礎的抵抗性が低下していることが分かった（Figure 5A）。また、BTH で前






 WRKY62 の病害応答への関与をより詳細に調べるため、WRKY62-ox および WRKY62-kd
の病害抵抗性をいもち病菌（M. oryzae）滴下接種法によって解析した（Figure 6）。コントロ
ールとして用いた WRKY45-ox は NB よりも病班が小さく強いいもち病抵抗性を示し、
WRKY45-kd では広範囲な病班が観測され抵抗性の低下を示した。このことはWRKY45がい
もち病感染の強力な正の制御因子であることを裏付けている。一方 WRKY62-ox と
WRKY62-kd では両者ともに基礎的抵抗性においても BTH 誘導性抵抗性においても NB より
も広範囲な病班が認められ、抵抗性が低下していた。これらの結果は、本実験結果（Figure 4、
5）と Peng らの報告(28)の両者と一致している。 
 
1.3.7 WRKY62 は病害応答遺伝子の発現を正に制御している。 
 WRKY62 依存的に BTH に応答して発現誘導される遺伝子を探索するため、根から 30 µM 
BTH 溶液を吸収させた NB と WRKY62-kd を用い、マイクロアレイによって網羅的な遺伝子
発現解析を行った。まず BTH 処理および mock 処理の NB について遺伝子発現を比較した結
果、726 遺伝子が BTH 応答性遺伝子として同定された（p-value <0.05、>2-fold）。次に、BTH
処理したNBとWRKY62-kdにおける遺伝子発現を比較し、WRKY62依存的な発現を示す415
遺伝子が同定された（p-value <0.05、>2-fold change）。これら両者に重複して含まれるのは
164 遺伝子であった（p-value <0.05、>2-fold、Table 1）。これらのWRKY62 依存的な BTH
応答性遺伝子のうち 91%は、WRKY62 によって正に制御されていた。この中には、BTH 応答
性としてよく知られる PR 遺伝子 PR1a、PR1b および PBZ1 が含まれており、定量 RT-PCR
法によって発現パターンが確認された（Figure 7A、7B）。加えて、モミラクトン、オリザレ
キシンおよびファイトカサンの全ての DP 合成に関わる 10 の生合成酵素の遺伝子群が PR 遺
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1.3.8 DP合成遺伝子群を制御する転写因子DPFはWRKY45とWRKY62両者によって正に
制御される 




可能性が示唆された（Table 1）。そこで、SA 経路において DPFの発現がどのように制御され
ているかを調べるため、NB および WRKY45-kd、WRKY62-kd を BTH 処理し、DPF遺伝子
の発現解析を行った（Figure 8）。その結果、NBにおいては BTH によって DPFの発現が誘導





WRKY45 は SA シグナル伝達による病害応答の主要な制御因子であり(24)、その過剰発現
体は複数の病気に対して強い抵抗性を示す(24, 25)。WRKY45 の下流には転写カスケードが形
成され、イネの抗菌物質 DP の生合成遺伝子を含む多くの病害応答性遺伝子が制御されている
(14, 27)。WRKY62 も BTH 誘導性である(24)ことから、WRKY45 と同様、病害応答への関与
が推察された。いもち病感染時には、WRKY62 と WRKY45 が互いに類似した発現パターンを
示す(14)が、本実験では NB を BTH 処理した場合においても両者が互いにとてもよく似た発現
パターンを示した（Figure 1A、1B）。このことは、SA 経路による病害応答において、WRKY62
が WRKY45 とほぼ同時期に機能することを示唆しており、WRKY62 と WRKY45 との関係性
が推察される。また、Figure 2 および 3 の結果から、WRKY62 は SA 経路において WRKY45
転写カスケードの下流に位置し、WRKY62 遺伝子の転写は WRKY45 によって直接制御されて
いると考えられる。以上の結果は、WRKY62 が WRKY45 と共に病害応答の正の制御に関わっ
ている可能性を強く示唆している。 





のいずれに対しても基礎的抵抗性および BTH 誘導性抵抗性の両者の低下を示した（Figure 4、
5）。このことは、WRKY62 が SA 経路による病害応答の正の制御因子であることを示しており、
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その制御がWRKY45 同様(24)、複数の病原体に対する抵抗性発現にまで及ぶことを示唆してい
る。しかし、WRKY62-ox およびWRKY62-kd にM. oryzaeを滴下接種すると、いずれも抵抗
性の低下を示した（Figure 6）。この結果は、本実験におけるWRKY62-kd を用いた抵抗性検定
の結果（Figure 4、5）と、Peng らによる WRKY62-ox を用いた結果(28)の両者と一致してい
ることから、WRKY62 は病害応答の正の制御に関わりながらもその機能は単純なものではない
と推測される。シロイヌナズナにおける３つの WRKY62 オーソログである AtWRKY18、




解析からは、WRKY62 が抗菌物質である DP の生合成酵素群の遺伝子を制御していることが明
らかとなった（Table 1、Figure 7）。DP 合成遺伝子群はWRKY45 によっても正に制御されて
おり、WRKY45の発現誘導によって DP 産生が増加し、いもち病抵抗性が強まることが示され
ている(27)。そのためこの結果（Figure 7）は、SA 経路による病害応答において、WRKY62 は
WRKY45 の下流で DP 合成遺伝子群の発現を正に制御することで、病害応答に関与することを
示している。また、Yamamura らにより同定された新規の転写因子 DPF はいもち病感染に応答
して DP 合成遺伝子群を直接制御する(23)が、本実験において NBで見られる BTH による DPF
遺伝子の発現誘導は WRKY45-kd および WRKY62-kd のいずれにおいても認められなかった
（Figure 8）。このことは、SA 経路による DPF遺伝子の発現がWRKY45 とWRKY62 の両者
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第二章 WRKY62 と WRKY45 による DPF 遺伝子の転写制御機構 
 
2.1 目的 
 第一章の結果から、SA 経路において WRKY45 と WRKY62 による DP 合成遺伝子群の発現
は下流の転写因子 DPF を介して制御されると考えられる。このことから、WRKY45 と
WRKYY62 が DPF遺伝子の転写制御にも関与するのではないかという新たな疑問が生じた。そ
こで、本章ににおいては WRKY45 と WRKY62 による DPF 遺伝子の転写制御メカニズムにつ
いて詳細に解析した。はじめに、転写活性化因子である WRKY45 が DPF 遺伝子の転写を直接
制御するかを、一過的発現系による転写活性化実験により解析した。WRKY型転写因子はW-box
と呼ばれるシスエレメントに作用する(40)ことが知られている。WRKY45 もタバコ由来の
W-box（ELI 配列）(41)に作用し高い転写活性化を示す(24)。そこで、WRKY45 による DPFプ
ロモーターの活性化に関するプロモーター欠失解析およびシスエレメントの変異解析を行った。
一方、DPF 遺伝子の発現は WRKY62 によっても正に制御される（Figure 8）ため、WRKY62
の転写因子としての特性を決定した。WRKY62 は C 末端近傍に能動的リプレッサードメインで







2.2.1 WRKY45 による DPFプロモーターの活性化 
2.2.1.1 pGL4.7-ELI の作製 
ウミシイタケ・ルシフェラーゼ hrLUC 遺伝子の上流にタバコ由来の WRKY 型転写因子の
結合配列（ELI 配列）(24, 41)を含むレポーターを作製するには、まず、+ELI(24)を鋳型とし
て 35S minimal promoter （‒46）領域を含むフラグメントを PCR 増幅し、In-fusion kit 
（ Takara）を用いて pGL4.7 vector（ Promega, www.promega.com）に挿入した
（pGL4.7-35Smp-46）。その後、ELI 配列を含むオリゴヌクレオチドを合成し、35S minimal 
promoter（‒46）領域の上流に In-fusion kit を用いて挿入した。 
 
2.2.1.2 pGL4.7-CPS2 pro の作成 
CPS2プロモーターを含むレポーター遺伝子を作製するには、イネのゲノム DNAを鋳型と
して CPS2遺伝子の転写開始点上流 2k 塩基領域を PCR にて増幅し、In-fusion kit を用いて
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2.2.2 WRKY45 によるW-box 様配列を介した DPFプロモーターの活性化 
2.2.2.1 pGL4.7-DPF pro および欠失シリーズ d4-d7 
DPF プロモーターおよびその欠失変異体を含むレポーター遺伝子を作成するため、イネの
ゲノム DNA を鋳型として DPF遺伝子の転写開始点上流の 2k 塩基領域（DPF pro）および
その 5’末端から順次欠失させた領域（d4-d7）を PCR にて増幅させ、In-fusion kit を用いて






2.2.3 DPFプロモーターのW-box 様配列の変異が及ぼす影響 
2.2.3.1 pGL4.7-W2W3-ww、-wm、-mw、-mmの作成 
pNL3.1（Promega）由来のminimal promoter 領域の forward 鎖と reverse 鎖 DNA を合
成し、95℃、3 分間反応後、氷中で急冷してアニーリングした後、In-fusion kit を用いて
pGL4.7 vector に挿入した（pGL4.7-MP）。その後、DPF pro 領域の転写開始点直近のW-box
様配列W2W3領域とW-boxに変異を導入した配列を持つオリゴヌクレオチドをアニーリン








2.2.4.1 レポーター遺伝子 35S-GAL4-TATA-LUC 
レポーター遺伝子として 35S-GAL4-TATA-LUC（国立研究開発法人 産業技術総合研究所 
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高木優博士より譲渡）(42)を用いた。 
 
2.2.4.2 エフェクター遺伝子 35S-GAL4DB および 35S-GAL4DB-WRKY62 
エフェクター遺伝子 35S-GAL4DB-WRKY62 は、WRKY62 cDNA 中の WRKY62 コード
配列を PCR にて増幅し、35S-GAL4DB vector（国立研究開発法人 産業技術総合研究所 高
木優博士より譲渡）(42)の制限酵素サイト Sma I と Sal I の間に挿入することにより得た。




マセロザイム R10（ヤクルト）、5 mM MES pH5.5、0.4 M マンニトールを記載の終濃度と
なるように混合し、pH5.5 に調製後、濾過滅菌し、25 ml ずつ分注して-80℃で保存した。  
 
2.2.4.4 KMC 
117 mM KCl、82 mM MgCl2、85 mM CaCl2を記載の終濃度となるように調製した。 
 
2.2.4.5 EP3 








KNO3 40 mM 
(NH4)2 SO4  3 mM 
MgSO4・2H2O  1 mM 
CaCl2・2H2O  1 mM 
NaH2PO4・2H2O  2 mM 
MnSO4・5H2O  7.2 µM 
ZnSO4・7H2O  7.7 µM 
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CuSO4・5H2O  0.5 µM 
H3BO3 48.5 µM 
Na2Mo4・2H2O  0.5 µM 
FeSO4・7H2O 20 µM 
Na2EDTA 20 µM 
2,4-dichlorophenyoxy acid  2 µg/ml  
MS ビタミン ×1 
Sucrose 0.4 M 
 
2.2.4.7 転写活性化実験 
イネ培養細胞（Oc cell）ストック 2 ml を 25 ml の R2P 培地に加え、26℃で 4 日間振と
う培養した。5 ml ピペットを用いて培養液から R2P 溶液をほぼ完全に吸い上げ、取り除い
た。培養細胞に室温にて融解させたセルラーゼ酵素液 25 ml を加え、30℃で 2 時間静置し
た後、ナイロンメッシュ布（孔径 20 µm）を敷いた漏斗を用いて細胞懸濁液を 50 ml チュ
ーブに濾過した。濾液を室温、100×g で 10 分間遠心し（スイングローター5100、Kubota）、
緩やかに上清を除いた後の沈殿画分にプロトプラストを得た。KMC を全容 40 ml となるよ
うに加え、緩やかに転倒混和した後、室温、100×g で 10 分間遠心し（Kubota）、緩やかに
上清を除いて沈殿画分にプロトプラストを得た。この洗浄を２回行った後、３回目の遠心後
にプロトプラスト画分を 20 ml の EP3 溶液に懸濁した。血球計算板を用いてプロトプラスト
濃度を計測し、再び遠心して上清を除いた後、107 プロトプラスト/ ml となるように EP3 で
調製した。キュベットにプロトプラスト 400 µl およびエフェクター、レポーター、内部標準
プラスミドを加え、350 V、550 µFでエレクトロポレーションした（Electro Cell Manipulator 
600、BTX Electroporation system）。5 µg のレポーター遺伝子に対し、0、1.5、3、5、10 
µg のエフェクター遺伝子と、内部標準遺伝子として 0.1 µg の 35S: hrLUC (24)を導入した。
プロトプラストを 6 cm シャーレにのせたフィルターシャーレ（Millicell-HA、0.45 µl、30 
mm diameter、Millipore、www.merckmillipore.com）に入れ、プロトプラスト化してい
ないごま粒大のOc細胞をナース細胞としてフィルターシャーレの外側に加えて、遮光環境、
30℃で 20 時間保温した後、フィルターシャーレから、KMC 1000 ml で Oc 細胞を回収し、
1.5 ml チューブに移した。次に、4℃、300×g で 5 分間遠心後、上清を完全に取り除き、300 
µlのpassive lysis buffer（Promega）を加えた後、細胞を５秒間で２回音波破砕（Handy Sonic 
UR-20、TOMY、bio.tomys.co.jp）した。Dual-luciferase Reporter Assay System（Promega）
にてホタルルシフェラーゼ活性を測定（GENE LIGHT 55、マイクロテック・ニチオン）し、
内部標準のウミシイタケルシフェラーゼ活性との比活性を算出した。 
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2.2.5 酵母ツーハイブリッド法によるタンパク質間相互作用の解析 
2.2.5.1 pGBKT7-WRKY45N の作成 
WRKY45 の N 末 端 領 域 配 列 （ WRKY45N ） を 含 む prey プ ラ ス ミ ド 、
pGADT7-WRKY45N(44)は所属研究室松下茜博士が作製したものを用いた。さらに
WRKY45N のコード領域を Sfi I and Bam HI サイトを用いて pGBKT7 vector （Clontech, 
www.clontech.com）に挿入し、prey プラスミド pGBKT7-WRKY45N を得た。 
 
2.2.5.2 pGBKT7-WRKY62 および-WRKY76 の作製 
WRKY62 遺伝子および WRKY76 遺伝子を含む bait プラスミドを作製するには、
WRKY62 遺伝子および WRKY76 遺伝子のコード配列を各 cDNA より PCR にて増幅し、
In-fusion kit を用いて pGBKT7 vector に挿入した。 
 
2.2.5.3 pGADT7-WRKY62 および-WRKY76 の作製 
WRKY62 遺伝子および WRKY76 遺伝子を含む prey プラスミドを作製するには、
pGBKT7-WRKY62および-WRKY76よりWRKY62遺伝子およびWRKY76遺伝子のコード
配列を切り出し、 Sfi I and Bam HI サイトを用いて pGADT7 vector に挿入した。 
 
2.2.5.4 形質転換選抜用 SD-LW 培地の作製 
6.7 g/l Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids（Gibco）、20 g/l Bact Agar、0.64 g/l 
DO-LW （Clontech）、20 g/l Glucose を記載の終濃度となるように加え、pH5.8 に調整後
オートクレーブし、液体状態のうちにシャーレに加え室温に放置して凝固させた。液体倍養
液は、上記組成から Bact Agar を除外して作成した。 
 
2.2.5.5 相互作用選抜用 SD-LWAH 培地の作製 
6.7 g/l Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids（Gibco）、20 g/l Bact Agar、0.64 g/l 




Saccharomyces cerevisiae AH109 competent cell（Clontech）の形質転換は Frozen 
Yeast Transformation kit II（ZYMO research、www.zymoreserch.com）を用いて行った。
各1 µgのbait プラスミドとprey プラスミドとを10 µlの AH109 competent cellに加え、
ポリエチレングリコール存在下で 30℃、45 分反応させて形質転換した。その後、細胞液を
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SD-LW 培地に塗布し、30℃で 3-7 日間培養した。形質転換したコロニーは、一個ずつさら
に SD-LWAH 培地に塗布した。相互作用があることを示すコロニーは、SD-LW 液体倍液に
植菌し、30℃で 24 時間培養後、OD600=0.02 に調製した菌培養液を 5 µl ずつ SD-LW 培地
および SD-LWAH 培地にスポットし、30℃で５日間培養した。 
 
2.2.6 共免疫沈降法によるタンパク質間相互作用の解析 
2.2.6.1 pEU-myc-WRKYs および pEU-HA-WRKYs の作製 
V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog（myc）由来抗原ペプチド配列
EQKLISEEDL（myc-tag）の３回反復ペプチドをコードする合成 DNA配列(27)を鋳型として
PCRによって増幅した断片を Eco RVおよび Bam HIを用いてpEU-01ベクター （CellFree 
Sciences, www.cfsiences.com）に挿入し、pEU-myc を得た。同様に Human influenza 
hemagglutinin（HA）由来抗原ペプチド配列 YPYDVPDYA（HA-tag）の３回反復ペプチド
をコードする合成 DNA配列(44)を pEU-01 vector （CellFree Sciences）に挿入し、pEU-HA
を得た。myc タグおよび HAタグを付加したWRKY遺伝子を作製するには、WRKY45およ
びWRKY62、WRKY76のコード配列を各 cDNA より PCR にて増幅し、In-fusion kit を用
いて pEU-myc および pEU-HA に挿入した。 
 
2.2.6.2 コムギ胚芽無細胞系発現システムによるmyc-およびHA-WRKYタンパク質の合成 
myc タグおよび HA タグを付加した WRKY45、WRKY62、WRKY76 タンパク質は、
ENDTEXT technology WEPRO1240 Expression kit （CellFree Sciences）を用いてコムギ
胚芽無細胞系タンパク質発現システムにより合成した。全容 30 µl の反応液中、
pEU-myc-WRKYおよびpEU-HA-WRKYプラスミド各1 µgを2.5 mM NTP mix、1U RNase 
inhibitor 存在下で 1U SP6 RNA polymerase と混合し、37℃で 6 時間、転写反応を行った。
その後、この反応液 5 µl を 1% アガロースゲル電気泳動による転写物の確認に用い、残り
20 µl を 40 ng/µl creatin kinase存在下で120 OD/µl の小麦胚芽細胞液WEPRO1240、20 µl
と混合し、96 well plate（平底）内で 200 µl の反応安定剤 SUB-AMIX の下に 20 µl/well
となるように重層し、15℃で 20 時間タンパク質合成反応を行った。 
 
2.2.6.3 WRKY タンパク質の精製 
合成した WRKY タンパク質は、c-myc-tagged protein Mild Purification Kit （MBL, 
www.mbl.co.jp）によって精製した。タンパク質溶液 440 µl 中 20 µl を Input 画分としてタ
ンパク質発現の確認に用いた。スピンカラムに残り 420 µl のタンパク質溶液と 20 µl（5 µl
ビーズ）の抗 myc-tag 抗体カラムビーズを加え、4℃で 1 時間穏やかに転倒混和した。その
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後、スピンカラムを 1.5 ml のチューブにセットし、4℃、2,500×g で 15 秒間遠心した後、
上清を除去した。次に、キット付属の洗浄液 200 µl を加えて 4℃、2,500×g で 15 秒間遠心
し、懸濁液を除去する操作を３回繰り返し、ビーズを洗浄した。さらに、1 mg/ml の myc-tag 
elution peptide 20 µl をビーズに加え、4℃で 5分間静置後、4℃、10,000×g rpm で 15 分




分（Input）を全発現量の 1/800、溶出画分を全溶出量の 1/100 となるよう 12.5% （w/v） 
sodium dodecyl sulfate （SDS） ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ミニプロテアン II、
Bio-Rad）に供し分離した。また、抗 HA 抗体によるウェスタンブロッティングのため、供
試画分を全発現量の 1/4000、溶出画分を全溶出量の 1/1500 となるように SDS ゲルポリア
クリルアミドゲル電気泳動に供した。100V で 10 分間、150 V で 70 分間の泳動後、ゲルを
ポリビニリデンジフルオライド（PVDF）膜（Bio-Rad）にのせ、Extra thick blot paper filter 
paper（Bio-Rad）ではさみ、定電流 0.08 A/gel、25 V で 80 分間転写（Bio-Rad）を行った。
メンブレンフィルターは、50 mM Tris-HCl （pH7.6）、150 mM NaCl、0.05% Tween20
（TBST）存在下で 5% スキムミルクによりブロッキングした後、0.1 mg/ml となるよう
TBST で希釈した抗myc マウスモノクローナル抗体（my3、MBL）、もしくは抗 HA 抗マウ
スモノクローナル抗体（3F10 Anti-HA-peroxidase、Roche、 www.roche.com）溶液 6 ml
に浸し、4℃で 20 時間抗原抗体反応させた。PVDF 膜を TBST で洗浄後、抗 myc 抗体で反
応させた PVDF 膜については、さらにホースラディッシュペルオキシダーゼ標識抗マウス
IgG モノクローナル抗体（MBL）により 2次抗体反応を行った。抗体に標識されたペルオキ
シダーゼ活性により、目的のタンパク質バンドを Amersham ECL Prime（GE）を用いて化
学発光させ、Image Quant LAS-4000（GE）によって検出した。 
 
2.2.7 エフェクターWRKY45 とWRKY62 による転写活性化実験 
2.2.7.1 エフェクター35S-WRKY62 の作成 





レポーター遺伝子 DPF pro に対するエフェクター遺伝子 35S-WRKY62 および
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35S-WRKY45による転写活性化実験は1.2.3.3と同様の方法で行った。各サンプルにおいて、
導入するプラスミド DNAの総量を pUCAP(45)を用いて一定にした。 
 
2.2.8 ゲルシフトアッセイによる DNA-タンパク質相互作用の解析 
2.2.8.1 プローブ DNA 
ゲルシフトアッセイに用いたプローブ DNA およびコンペティター DNA は合成（Fasmac 
oligo）した。配列は Table 6 に記した。 
 
2.2.8.2 ゲルシフトアッセイ 
タンパク質は c-myc-tagged protein Mild Purification Kit により、2.2.6.3 および 2.2.6.4
と同様の方法で発現および精製した。DNA-タンパク質結合反応は、25 mM HEPES-KOH（pH 
7.6）、40 mM KCl、0.1% （v/v） Nonidet P-40、10 µM ZnCl2、1 mg/mL bovine serum 
albumin、10% glycerol、10 µg/mL double-stranded poly dI-dC（Thermo Fisher）、1 mM 
dithiothreitol を含む 15 µl の反応液中で、5’末端を 5（6）-carboxyfluorescein （FAM）
で標識したプローブ DNA（終濃度 1 × 10-7 M）と精製タンパク質（終濃度< 1 × 10-7 M）
を混合した。遮光条件下において 20℃で 25 分間反応後、反応液を 0.7% （w/v） アガロー
ス、3% ‒ポリアクリルアミド（29:1）コンポジットゲルに供し、遮光条件下、10 mM Tris-HCl
（pH 8.0）、3 mM Na acetate の泳動バッファーを用い 100V で 2 時間泳動した(46)。泳動








DPFプロモーター（DPF pro）においては、WRKY45 によって ELI 配列と同程度の高いレポ
ーター活性が認められた。しかし、CPS2プロモーター（CPS2 pro）においては、低いレポー
ター活性しか認められなかった。この結果からイネ生体内においては、WRKY45 が DPF遺伝
子の転写を活性化し、DPF が CPS2等の DP 合成遺伝子の転写を制御していると考えられる。 
 
2.3.2 WRKY45 はW-box 様配列を介して DPFプロモーターを活性化する。 
 2k 塩基からなる DPF pro 領域には、６塩基のうち少なくとも中央の 4塩基は ELI 配列と一
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致しているW-box 様配列が 11 個存在する（Figure 10、11）。そこで、DPF pro を 5’側から
順次欠失させた DNA断片を hrLUC遺伝子につないだレポーター遺伝子（d4-d7）を用い、エ
フェクター遺伝子WRKY45による転写活性化能を測定した（Figure 10）。すると、WRKY45
はW-box 様配列を三個含む d4 に対して ELI と同程度のレポーター活性を示した。W-box 様
配列を２個含む d5 および１個含む d6 に対しては、W-box 様配列が一個ずつ減る毎にレポー
ター活性が減少した。そして、W-box 様配列を含まない d7 に対しては活性化が認められなく
なった。このことからWRKY45 は、これらのW-box 様配列を介して DPFプロモーターを活
性化することが強く示唆された。 
 
2.3.3  DPF プロモーターの W-box 様配列の変異は WRKY45 による転写活性化に影響を及
ぼす。 
DPF プロモーターの転写開始点直近にある二つの W-box（Figure 11、 W3 および W2） 
は、TTGACC と ATGACT が 5 塩基離れて逆鎖に並んでいる。そこで、この領域のみを抜き出
し、W2 および W3 をそれぞれ、もしくは両者とも W-box とは別の配列に置換したレポータ
ー遺伝子に対する WRKY45 の転写活性化能を測定した（Figure 11）。野生型レポーターww
と比較すると、W3もしくはW2の一方のみを置換した wmおよびmwに対するWRKY45 の
レポーター活性は減少しているが有意な差ではなかった。しかし、W2とW3の両者を置換し
たmmに対するレポーター活性は wwや wmと比べて顕著に減少しており、二つのW-box の
置換によって WRKY45 による転写活性化が失われたことが分かった。以上の結果から、
WRKY45 は DPF 遺伝子を標的遺伝子とし、DPF プロモーター中の W2 および W3 を含む複
数のW-box を介して転写を活性化していることが明らかとなった。 
 
2.3.4 WRKY62 は転写抑制因子である。 
一方、WRKY62 の転写因子としての特性を明らかにするため、WRKY62 を一過的に発現
させ、転写活性を解析した（Figure 12）。転写抑制活性を調べるレポーター遺伝子として、カ
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実験として、WRKY62 と同じくグループ IIa に属する WRKY76 を用いたが、WRKY76 に対
してWRKY45 は弱い相互作用しか示さなかった。同様の相互作用のパターンは共免疫沈降法
を用いた解析でも得られた（Figure 14）。以上の結果から、WRKY45 とWRKY62 はそれぞれ
のホモダイマー、および両者間のヘテロダイマーを形成し得ることが示された。 
 
2.3.6 WRKY45 とWRKY62 は協調的に DPFプロモーターを活性化する。 
 DPF遺伝子の転写制御におけるWRKY62 の関与を明らかにするため、DPF pro レポーター
遺伝子に対して WRKY45 遺伝子および WRKY62 遺伝子の両者をエフェクターとして用いた
転写活性化実験をおこなった（Figure 15）。WRKY45を単独で同入した場合、DPFプロモー
ターが活性化されたが、転写抑制因子であるWRKY62を単独で導入しても活性化されなかっ
た。ところが、WRKY45 とともに WRKY62 をエフェクターとして共導入すると、WRKY45
を単独で導入するよりも強く転写が活性化された。WRKY62 エフェクターを順次増やしてい
くと、レポーター活性は、WRKY62 と WRKY45 とがほぼ同量のときに最大となった。しか
しながら、WRKY62がWRKY45に対して過剰になると転写活性が減少した。同様の結果は、
W2W3 領域のレポーターを用いた場合にも得られ（Figure 16）、転写活性化因子WRKY45 と
転写抑制因子WRKY62 がW2W3 領域を介して、協調的に DPF遺伝子の転写を制御すること
が明らかとなった。 
 
2.3.7  WRKY45 およびWRKY62 のホモダイマーはW-box に結合する。 




において、コンペティター DNA 非存在下では、WRKY62 および WRKY45 はどちらも単独
で２本のシフトバンドを形成した （Figure 18A、18B）。２本のバンドは、それぞれプローブ
中の１個または２個のW-box に WRKY タンパク質が結合したものと考えられる。これらのシ
フトバンドはいずれも、プローブ DNAと同配列のコンペティター（ww）をプローブの 20 倍
量加えた時には消失し、二つの W-box を変異させたコンペティター（mm）は結合にほとん
ど影響しなかった。また、W2もしくはW3の一方を置換した wmおよびmwを加えると ww
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2.3.8  WRKY45-WRKY62 ヘテロダイマーはW-box に結合する。 
 さらに、myc-タグを付加したWRKY45 と HA-タグを付加したWRKY62 をコムギ胚芽無細
胞タンパク質合成系で共発現させた後、抗 myc 抗体カラムに結合する画分を調製した。この
画分を抗 myc 抗体および抗 HA 抗体を用いてウエスタンブロッティング解析したところ、い




myc-WRKY45 が含まれることが確認できた（Figure 19、myc）。一方、この DNA-タンパク
質複合体に抗 HA 抗体を加えても、スーパーシフトは認められなかった（Figure 19、HA）。
ところがDNA結合反応前にタンパク質溶出液と抗HA抗体を反応させるとシフトバンドが形
成されなくなった（Figure 19、HA*）。この結果は、HA-WRKY62 が抗 HA 抗体と先に結合
することによって、DNA-タンパク質結合反応が阻害される、すなわち、DNA-HA-WRKY62
複合体と抗 HA 抗体との相互作用においては HA タグが立体障害を受けることを示している。
このことは、観察されたシフトバンドが WRKY45-WRKY62 ヘテロダイマーを含むことを強
く示唆している。コンペティターDNA を用いた場合のシフトバンドの変化は WRKY45 およ
びWRKY62 を単独の場合と同様であった。以上の結果は、WRKY45 とWRKY62 が両者の複




ーは活性化しなかった（Figure 9）。このことから、WRKY45 の直接の標的遺伝子は DPFであ
り、CPS2 の転写は DPF によって間接的に制御されると考えられる。WRKY 転写因子群は
WRKYGQK 配列からなる WRKY ドメインが cis-element 上の W-box（TTGACT もしくは
TTGACC）に結合することで転写因子として機能する(47-49)。DPF遺伝子の上流配列を観察す
ると、約 1.7k 塩基内に NTGACN（Nは任意の１塩基）からなるW-box 様配列が 11 個存在し、
このうち転写開始点より 200 塩基内に３つのW-box 様配列が含まれている。一方、CPS2遺伝
子の上流には約 2k 塩基内に 8個のW-box 様配列が存在するが、転写開始点より 400 塩基上流
までは一つも見られない。このことから、WRKY45 はW-box 様配列に作用することで DPF遺
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伝子の転写を制御する可能性が高いと考えられる。DPF プロモーターの欠失解析の結果、
WRKY45 による転写活性化はW-box 様配列の減少に伴って減少し、全てのW-box 様配列を欠
失させると転写活性化が失われた（Figure 10）。この結果は、DPF プロモーターにある複数の
W-box 様配列がシスエレメントW-box として機能していることを裏付けている。また、転写開
始点付近の二つの W-box に変異を導入したレポーター遺伝子を用いると、WRKY45 による転
写活性化は減少し、両方のW-box への変異導入によりほぼ完全に消滅した（Figure 11）。この
ことは、WRKY45 が DPF プロモーターの W-box を介して DPF 遺伝子の転写を直接制御し、
特に転写開始点付近の W2 および W3 は必須の配列であることを示している。W3
（GGTCAA/TTGACC）は典型的なW-box である(40)が、W1およびW2（AGTCAT/ATGACT）
はこれまでの報告には見られない配列である。そのため、W1 および W2 型 W-box はイネ
WRKY45 に特有のシスエレメントかもしれない。 
WRKY45 は DPF遺伝子の転写活性化因子であったが、DPFの発現はWRKY62 によっても
正に制御されている（Figure 8）。WRKY62 は C 末端近傍に能動的リプレッサードメインであ
る EAR-like モチーフ(42)様の配列を含んでいる。また、Peng らもWRKY62過剰発現イネが防
御応答を抑制することなどから、WRKY62 が転写抑制因子であると推測していた(28)。そこで、
WRKY62 の転写因子としての特性を一過的発現系において解析した結果、WRKY62 は転写抑
制因子であることが明らかとなった（Figure 12）。SA 経路において、WRKY45 とWRKY62 は
下流に位置する DPF を介して DP 合成遺伝子群の発現を誘導すると考えられる。しかし、
WRKY62 は転写抑制因子である（Figure 12）ため、まずWRKY45 がWRKY62の発現を誘導
し、WRKY62 が DPF の発現を誘導するというような単純なカスケードであるとは考えられな







かとなった（Figure 13、14）。つづいて、DPF pro レポーター遺伝子に対して WRKY45およ
びWRKY62の両者をエフェクターとして用いた転写活性化実験をおこなった（Figure 15）。こ
こで得られた結果から、WRKY45-WRKY62 ヘテロダイマーは WRKY45 ホモダイマーよりも
強く DPFの転写を活性化し、WRKY62 ホモダイマーは DPFの転写を抑制するという仮説を導
き出した。この仮説では、WRKY45 と WRKY62 がほぼ同量の条件ではヘテロダイマーが主に
形成されるため転写が強く活性化され、WRKY62 が過剰の条件では WRKY62 ホモダイマーが
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主に形成されるため転写が弱くなると考えられるため、先の推測および実験結果（Figure 15）
を矛盾無く説明できる。実際、ゲルシフト解析では、WRKY45 と WRKY62 がホモダイマーで
もヘテロダイマーでも DPF プロモーターにある二つの W-box に特異的に結合する事が示され
た（Figure 18、19）。このことは、WRKY45 とWRKY62 が、両者の存在比によって異なる構
成比の複合体を形成し、それによって DPF遺伝子の転写を正負両方向に制御し得ることを裏付
けている。また、WRKY45 や WRKY62 のホモダイマーとヘテロダイマーはいずれもW2 およ
び W3 の両者に対してほぼ同等の結合活性を示した（Figure 18、19）。このことから、






  26 
第三章 外部ストレスがもたらす WRKY62 と WRKY45 の発現量比の変
化と WRKY62 の低酸素ストレス応答への関与 
 
3.1 目的 











3.2.1 イネの BTH 処理 
イネの BTH 処理は 1.2.1.5 と同様の方法で行った。 
 
3.2.2 NB の冠水処理および低温処理 
NB の葉鞘を 7 mm長に切断し、0.4 M マンニトールを含む 0.5% 寒天プレートに並べた。
冠水処理は、葉鞘片が浮かないように濾紙で覆い、プレートを水で満たし、遮光条件下で 28℃
に保温した。低温処理は、プレートを遮光条件下で 10℃に保冷した。いずれも 6時間反応後、
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3.3 結果 
3.3.1 SA 経路はWRKY45-WRKY62 ヘテロダイマー形成を誘導する。 
 NB を BTH 処理した後のWRKY45遺伝子およびWRKY62遺伝子、DPF遺伝子の転写物発
現解析を行った（Figure 20）。その結果、BTH 処理によってWRKY45とWRKY62の転写物
量が増加しており、それにともなって DPF遺伝子の転写物量も強く誘導された。このときの、
WRKY45とWRKY62の転写物量を定量的に把握するため、BTH 処理した NB における両者
のmRNA のコピー数を検量線法によって測定した（Table 2）。その結果、WRKY45に対する
WRKY62の発現コピー数の比はおよそ 0.6 となっており、BTH 処理によって両者がほぼ同程
度の発現量で誘導されていることが明らかとなった。 
 






ると冠水処理をした場合に WRKY45 は誘導されずに WRKY62 の発現量のみが増加し、それ
に伴って DPF の発現は mock 処理の状態から減少していた。このときの WRKY62 の発現コ








ており（WRKY62/WRKY45 ≒ 20; Table 3）、DPFの発現は減少していた（Figure 22）。こ
のことから、冠水におけるWRKY62の誘導は低酸素ストレスによることが明らかとなった。
Rice Genome Annotation Project （http://rice.plantbiology.msu.edu）で公開されているイ
ネの発芽時における遺伝子発現（嫌気条件／好気条件）（E-MEXP-2267） 遺伝子発現データ
によると、低酸素状態における DPF の発現抑制と同様に、嫌気条件下では DP 合成遺伝子の
発現も抑制されていた。このことは、DP 合成遺伝子の発現が DPF の制御下にあることと矛盾
しない。 






発現量で誘導されていることが明らかとなった（Figure 20、Table 2）。このことは、BTH 処理
によって WRKY45-WRKY62 ヘテロダイマーが主に形成され、その結果 DPF 遺伝子の転写が
強く誘導されることを裏付けている。SA 経路においてWRKY45は自己制御され(14)、WRKY62




が誘導され、DPFの発現はmock 処理の状態から減少していた（Figure 21、Table 2）。この結
果は、冠水処理によってWRKY62 ホモダイマーが主に形成され、その結果 DPF遺伝子の発現
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び低酸素ストレス応答性の明確な、Alcohol dehydrogenase 2 （ADH2、Os11g0210500）、






イネの窒素置換処理は 3.2.3 と同様に行った。 
 
4.2.2 リーフディスク法による SA 処理 
NB および WRKY62-kd の種子を、1.2.4 と同様の方法で 4 葉期まで生育させた。各系統に
つき 5個体から完全展開第４葉を採取して 5 mm長に断片化し、0.01% SILWET L77、1mM 
SAナトリウム溶液に浸した。対照として、同様の葉断片を0.01% SILWET L77溶液に浸した。 
 
4.2.3 マイクロアレイ解析 
30℃で 0、1、3 時間後に葉断片を各処理区につき 2サンプル分採取した。RNA抽出は 1.2.1.5
と同様に行った。また、マイクロアレイによる発現解析は 1.2.7 と同様に行った。 
 
4.3 結果 
4.3.1 低酸素ストレス下においてWRKY62 は低酸素応答性遺伝子の発現を正に制御する。  
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性遺伝子の発現を正に制御することを示している。 
 
4.3.2 SA 経路においてWRKY62 は低酸素ストレス遺伝子の発現を負に制御する。 
 NB およびWRKY62-kd を SA 処理し、低酸素応答性遺伝子の発現をマイクロアレイ解析し








種類の低酸素ストレス応答性遺伝子について発現解析を行った。Alcohol dehydrogenase 2 
（ADH2, Os11g0210500）は、嫌気条件下における解糖および ATP 産生に関与しており(52)、
低酸素ストレス応答の典型的なマーカー遺伝子である。また、シロイヌナズナでは冠水などの
低酸素状態において、脂肪鎖の不飽和化が植物を保護するために働くことが知られている(53)。
この制御に関与している Stearoyl-acyl carrier protein ∆9-desaturase6 （AtS-ACP-DES6(54), 
AtSAD6）の遺伝子は低酸素ストレスによって転写誘導される (55) 。イネの Acyl 
[acyl-carrier-protein] desaturase （Os01g0880800）(56)は、この遺伝子のオーソログである。
そして最近、シロイヌナズナにおいて VII 型の Ethylene-responsive factor （ERF）が低酸素
応答性遺伝子発現のマスター制御因子として働くという報告が相次いでいる(57-59)。
OsERF068 （Os01g0313300）はイネの VIIa 型 ERF の一つをコードしている。WRKY62 が
これらの遺伝子発現を制御することは、低酸素ストレスに対するあらゆる応答反応にWRKY62
が関与する可能性を示唆している。 
これら 3 種の低酸素ストレス応答性遺伝子の発現は、低酸素ストレス処理をした NB では全
て誘導されたが、WRKY62-kd では誘導の程度が低下した（Figure 23）。このことは、低酸素条
件下ではWRKY62 が低酸素ストレス応答性遺伝子の発現を正に制御することを示している。一




れる可能性を示唆している。すなわち、SA 誘導時には WRKY62 が低酸素ストレスを抑制して
病害応答を促進し（Figure 25C）、低酸素条件下では病害応答を抑制して低酸素ストレス応答を
















の転写が異なる制御をうけるモデルを提唱する（Figure 25）。抵抗性誘導剤などによって SA 経
路が活性化されると、ほぼ同程度の量の WRKY45 および WRKY62 が生産される。そのため、
WRKY45-WRKY62 ヘテロダイマーが優先的に形成され、DPF 遺伝子等の病害応答遺伝子の転
写をシスエレメントである W-box を介して強く活性化する（Figure 25A）。一方低酸素条件下









病害応答における IIa 型のWRKY 型 TF の機能はシロイヌナズナで広く研究され、いくつかの
相反する知見が報告されていた。AtWRKY18 および AtWRKY40二重欠損体を用いた解析によ
り、これら二つの転写因子はうどん粉病菌 G. orontii の感染初期に病害応答遺伝子の発現を負
に制御することが示されている(32, 33)。一方、AtWRKY18 は全身獲得性抵抗性（systemic 
acquired resistance、SAR）の正の制御因子であるという報告もある(34)。この矛盾は本研究で
提唱するモデルによって十分に説明することができる。すなわち、WRKY62 と同様、AtWRKY18
もまたホモダイマーや別のWRKY 型転写因子とのヘテロダイマーを形成する。 AtWRKY18 ホ
モダイマーは、WRKY62 ホモダイマー同様、病害応答性遺伝子の転写を抑制し、AtWRKY18
を含むヘテロダイマーは 、WRKY62‒WRKY45 ヘテロダイマー同様、病害応答遺伝子の転写を
活性化すると考察できる。 AtWRKY18 が過剰な条件では病害応答が抑制され、AtWRKY18 と
その相互作用因子のWRKY型転写因子がほぼ同程度の量で存在するときには病害応答が活性化
される。イネでは、Peng らによる過剰発現体を用いた研究により、WRKY62 は Xooに対する
病害応答の負の制御因子として機能することが示されている(28)。本研究におけるモデルを基に
すれば、WRKY62-ox イネに於いては常に WRKY62 ホモダイマーが形成されるため、病害応
答が抑制され、罹病性の表現形を示すと説明することができる。 
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本研究で提唱されたモデルと類似し、ホモダイマーやヘテロダイマー形成によって異なる転写
制御が可能になるという事例が、動物の細胞核内に局在するがん遺伝子産物（nuclear 
oncoprotein）を中心として報告されている。例として、転写因子である Jun や Fos は
TPA-responsive element （TRE）に対し、ホモダイマーでは転写活性可能が低いが、Fos-Jun
ヘテロダイマーは高い親和性で結合し、強力に転写を活性化する(60)。bHLH-zipper （bHLH-Z）




ある IIa 型 WRKY の AtWRKY18、AtWRKY40 および AtWRKY60 については三者がアブシジ
ン酸（ABA）経路で複雑な転写制御を行うことを示す報告がある(63)。その中で、三者がタンパ










































シン（DP）や Pathogenesis Related protein 等の防御タンパク質が細胞に蓄積し、病害防御反
応が起こる。所属研究室によるこれまでの研究から、グループ IIa の WRKY 型転写因子
WRKY62はイネにおいてSA経路により発現を誘導され、いもち病菌Magnaporthe oryzae （M. 
oryzae ）の感染によって SA 経路における病害応答の中心的な働きをする転写因子 WRKY45





 日本晴品種非形質転換体イネ（NB）を SA 経路に作用する抵抗性誘導剤であるベンゾチアジ
アゾール（BTH）で処理すると、M. oryzae感染時と同様、WRKY62遺伝子はWRKY45遺伝
子と同時期に誘導された。また、NB と WRKY45 抑制イネを BTH 処理すると、で認められる
WRKY62 遺伝子の発現誘導が抑制された。加えて、WRKY62 遺伝子の上流プロモーター領域




発現イネと WRKY62 抑制イネの両者がいもち病抵抗性の低下を示したことから、WRKY62 に
よる病害応答は複雑なメカニズムであることが推察された。そこでWRKY62 に制御される下流
遺伝子を探索するため、WRKY62 抑制イネを用いたトランスクリプトーム解析を行った結果、
DP 生合成遺伝子群やそれらの直接的な転写制御因子 DPF 等、病害応答性遺伝子の発現を
WRKY62 が正に制御することが見いだされた。酵母ツーハイブリッド 法、共免疫沈降法、ゲ
ルシフト法による解析からは、WRKY45 と WRKY62 が自身とのホモダイマーと共に相互のヘ
テロダイマーを形成し、それらが DPF プロモーター内の認識配列 W-box に結合しうることが
分かった。イネ葉鞘を用いた一過性発現による転写活性化実験に於いて、WRKY62 は単独では
転写抑制因子であること、また WRKY45 は単独では DPF 上流域にある W-box を介して DPF
の転写を活性化することが分かった。そして、エフェクターとしてWRKY45遺伝子とWRKY62
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BTH は WRKY45 遺伝子と WRKY62 遺伝子とをほぼ同程度の発現量で誘導し、
WRKY45-WRKY62 ヘテロダイマーによる DPF遺伝子の転写活性化を裏付けた。また、冠水お
よび窒素置換等の低酸素ストレス条件下では WRKY62 遺伝子の発現のみを誘導し、WRKY62
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測定値の平均をSDと共に示した。Studentのt7'testで、**はp7<70.01を、*はp7<70.05を表す。   
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Table 2. BTH および冠水処理によって誘導された WRKY62 遺伝子および WRKY45
遺伝子の転写物量の定量。Figure 20 および 21 で用いたサンプルについて、0.01 µg 
全 RNA あたりの WRKY62 遺伝子および WRKY45 遺伝子の mRNA のコピー数を
qRT-PCR を用いて標準曲線法により定量した。3 個体を 1 サンプルにまとめ、各処理区
3 サンプルの測定値の平均を標準偏差（SD）と共に示した。**は Student の t test で、
p < 0.01 を、*は p < 0.05 をそれぞれ表す。  
    Copy# Copy# WRKY62     
Treatment Repeat WRKY62 WRKY45 /WRKY45 Mean SD 
BTH 0 µM R1 9,645 56,595 0.17 0.23 0.15 
 
R2 4,437 50,914 0.09 
   R3 23,717 53,221 0.45   
BTH 30 µM R1 158,256 290,285 0.55 0.59 0.04 
  R2 127,358 218,723 0.58     
  R3 147,340 231,187 0.64     
- R1 25,435 9,255 2.75 4.62 1.32 
 
R2 23,440 4,274 5.48 
   R3 15,048 2,675 5.63   
冠水 R1 114,736 2,704 42.44 40.66 2.02 
  R2 145,669 3,850 37.84     
  R3 43,159 1,035 41.71     
低温 R1 2,716 4,920 0.55 0.37 0.18 
 
R2 1,836 4,420 0.42 
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Table 3. 窒素置換処理によって誘導された WRKY62 遺伝子および WRKY45 遺伝子 
の転写物量の定量。Figure 22 で用いたサンプルについて、0.01 µg 全 RNA あたりの
WRKY62 遺伝子および WRKY45 遺伝子の発現 mRNA のコピー数を qRT-PCR を用い
て標準曲線法により定量した。3 個体を 1 サンプルにまとめ、各処理区 3 サンプルの測
定値の平均を標準偏差（SD）と共に示した。**は Student の t test で p < 0.01 を、*
は p < 0.05 をそれぞれ表す。   
      Copy# Copy# WRKY62     
Time (h) Oxygen Rep. WRKY62 WRKY45 /WRKY45 Mean SD 
6 + R1 2,884 10,757 0.27 0.16 0.07 
  
R2 1,457 11,832 0.12 
  
 
  R3 775 7,808 0.10   
  - R1 54,458 4,162 13.08 17.27 5.87 
    R2 97,331 7,404 13.15     
    R3 77,869 3,046 25.57     
21 + R1 1,943 12,792 0.15 0.13 0.04 
  
R2 1,037 15,423 0.07 
  
 
  R3 1,157 6,871 0.17   
  - R1 7,494 557 13.44 19.13 6.45 
    R2 20,952 744 28.14     
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Table 4: qRT-PCR 解析に用いたプライマーと解析した遺伝子の ID（RAP-DB）。 
Locus ID Gene Forward Reverse 
Os06g0681400 Rubiq1 GGAGCTGCTGCTGTTCTAGG  TTCAGACACCATCAAACCAGA  
Os09g0417800 WRKY62 ACCCCTACCCTAGAGCTTACTTCC GACCTATCCTCCGCACATCTTT 
Os05g0322900 WRKY45 TGTCACGTCCTCCCTGCACT TCGTCCAGATCGAAGACAACC 
Os01g0196300 DPF CGCCTCGTGCAAACCTAAC CACTGATGGCACCTCCCTTT 
Os04g0178300 CPS4 TGGATTTGGAGATGCAGGAA TGAGCAGTAGGCGACATAGCA 
Os04g0179700 KSL4 ATGGGTTGCTGGTCAGGTAG  GTTCCAGCGTGGCATAAAAT  
Os04g0180400 CYP99A2 GCGAGTGTTCGACAACAAGA   GGCAACACTGGATTCAACCT  
Os04g0178400 CYP99A3  CAACGGCGAGGAGAAAGAA CACAGTCACACACATCCATCAAC 
Os04g0179200 MAS TACGTGAGCGGCCAGAA  GATGGAATGTCCTCGCAAAC  
Os02g0571100 CPS2 CATTGCTCGCCCGAAAC GCCATGCTGGTAGACACAACTC 
Os02g0570400 KSL7 TCATCAACGAGCCACTTCAAC ACGACGACCATCCTCTACTCTCT 
Os02g0570700 CYP71Z7 GCTGTTCGTCCTCCTCTCCA ATGATGGGGCCGTGCTT 
Os12g0491800 KSL10 CTTGCTGATGCCCGAATG CGCGATGTAGTTCTCCTTCTCTT 
Os06g0569500 KOL4 CATGGACGAGAAGGTGTGG TGAACTGCATGGTGTCCTCCT 
Os07g0129200 PR1a TCGTATGCTATGCTACGTGTTTATG   TCGGATTTATTCTCACCAGCA  
Os01g0382000 PR1b ACGGGCGTACGTACTGGCTA   CTCGGTATGGACCGTGAAG  
Os12g0555500 PBZ1 GAGCCGCAGAAATGTCCAA AGGCACATAAACACAACCACAAAC 
Os01g0880800 Acyl desaturase AAGCTGGAGACCCTGGAGACTG CCTTCCTCTGCTCATCCTTCTT 
Os11g0210500 ADH2 GGATGAGAAGTTTGAGGTTTTCC AAGCCATGAAAGGAGGGAGT 
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Table 5. プラスミド構築に用いたプライマー。 
Name Sequence 
35S-GAL4DB-W62 F CGGCCCGGGGATGGACGACGACGGCGACGGCTC 
35S-GAL4DB-W62 R GCCCTCGAGGCTACAAATGAACAGGAATGTGTG 
pGL4.7-35Smp(-46) F  CTCGGCGGCCAAGCTTGCATGCGCGGCCGCGATATCG 
pGL4.7-35Smp(-46) R CCGGATTGCCAAGCTGTAATTGTAAATAGTAATTGTA 
pGL4.7-ELI F TCGGCGGCCAAGCTTGGTCAGAAAGTCAGTCGTCGAGTTGGTCAGAAAGTCAGTCAGCTTGCATGCGCGG 
pGL4.7-ELI R CCGCGCATGCAAGCTGACTGACTTTCTGACCAACTCGACGACTGACTTTCTGACCAAGCTTGGCCGCCGA 
pGL4.7-DPFpro F CTCGGCGGCCAAGCTTTTGAGGCGGAAGGAATAGA 
pGL4.7-DPFpro R CCGGATTGCCAAGCTGGTAGCTAGGCAGTGAGCACATATC 
pGL4.7-CPS2pro F CTCGGCGGCCAAGCTTCCTTCGTTCCACACAAACTCC 
pGL4.7-CPS2pro R CCGGATTGCCAAGCTTTCGGCGTAGTAGCTCGGACT 
pGL4.7-DPFd4 F CTCGGCGGCCAAGCTTCAAGGAACATTTCCCAATTTGC 
pGL4.7-DPFd4 R CCGGATTGCCAAGCTGGTAGCTAGGCAGTGAGCACATATC 
pGL4.7-DPFd5 F CTCGGCGGCCAAGCTTATGCTAGTTGATCTGCACGCTG 
pGL4.7-DPFd5 R CCGGATTGCCAAGCTGGTAGCTAGGCAGTGAGCACATATC 
pGL4.7-DPFd6 F CTCGGCGGCCAAGCTTATTGTGTGGTCAATTGATCGAC 
pGL4.7-DPFd6 R CCGGATTGCCAAGCTGGTAGCTAGGCAGTGAGCACATATC 
pGL4.7-DPFd7 F CTCGGCGGCCAAGCTTGATCGACTGATCTGTTGCTCCCC 
pGL4.7-DPFd7 R CCGGATTGCCAAGCTGGTAGCTAGGCAGTGAGCACATATC 
pGL4.7-MP F CTCGGCGGCCAAGCTTAGACACTAGAGGGTATATAATGGAAGCTCGACTTCCAGCTTGGCAATCCGG 
pGL4.7-MP R CCGGATTGCCAAGCTGGAAGTCGAGCTTCCATTATATACCCTCTAGTGTCTAAGCTTGGCCGCCGAG 
pGL4.7-DPFW2W3ww F CTCGGCGGCCAAGCTTGTACAAGTCATTGTGTGGTCAATTGATCAAGCTTAGACACTAGA 
pGL4.7-DPFW2W3ww R TCTAGTGTCTAAGCTTGATCAATTGACCACACAATGACTTGTACAAGCTTGGCCGCCGAG 
pGL4.7-DPFW2W3wm F CTCGGCGGCCAAGCTTGTACAAGTCATTGTGTTAAGGATTGATCAAGCTTAGACACTAGA 
pGL4.7-DPFW2W3wm R TCTAGTGTCTAAGCTTGATCAATCCTTAACACAATGACTTGTACAAGCTTGGCCGCCGAG 
pGL4.7-DPFW2W3mw F CTCGGCGGCCAAGCTTGTACATAAGGATGTGTGGTCAATTGATCAAGCTTAGACACTAGA 
pGL4.7-DPFW2W3mw R TCTAGTGTCTAAGCTTGATCAATTGACCACACATCCTTATGTACAAGCTTGGCCGCCGAG 
pGL4.7-DPFW2W3mm F CTCGGCGGCCAAGCTTGTACATAAGGATGTGTTAAGGATTGATCAAGCTTAGACACTAGA 
pGL4.7-DPFW2W3mm R TCTAGTGTCTAAGCTTGATCAATCCTTAACACATCCTTATGTACAAGCTTGGCCGCCGAG 
35S-W62 F CGGCTCGAGATGGACGACGACGGCGACGGCTC 
35S-W62 R CGGGGCGCGCCCTACAAATGAACAGGAATGTGTG 
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Name Sequence 
pGBKT7-W62 R GCAGGTCGACGGATCCCTACAAATGAACAGGAATGTG  
pGBKT7-W76 F ACCTGCATATGGCCATGGAGGCCATGGACGCGGCGTGGCGCGGC  
pGBKT7-W76 R GCAGGTCGACGGATCCCTAGAATTCGGGCAGCTTCTG  
pEU-myc F ATGGAGCAAAAGCTGATCAGTGAGGAAG 
pEU-myc R ATATATGGATCCGATATCGAGCAGGTCTTCCTCCGAGATG 
pEU-HA F ATGGCGGCCGTGTACCCGTAC 
pEU-HA R ATATATGGATCCGATATCGGCCGGGGCGTAATCCG 
pEU-myc-W45 F GAAGACCTGCTCGATATCATGACGTCATCGATGTCGCC 
pEU-myc-W45 R ATATATGGATCCGATATCTCAAAAGCTCAAACCCATAA 
pEU-myc-W62 F GAAGACCTGCTCGATATCATGGACGACGACGGCGACGG 
pEU-myc-W62 R ATATATGGATCCGATATCCTACAAATGAACAGGAATGT 
pEU-myc-W76 F GAAGACCTGCTCGATATCATGGACGCGGCGTGGC 
pEU-myc-W76 R ATATATGGATCCGATATCCTAGAATTCGGGCAGCTTCT 
pEU-HA-W45 F TACGCCCCGGCCGATATCATGACGTCATCGATGTCGCC 
pEU-HA-W45 R ATATATGGATCCGATATCTCAAAAGCTCAAACCCATAA 
pEU-HA-W62 F TACGCCCCGGCCGATATCATGGACGACGACGGCGACGG 
pEU-HA-W62 R ATATATGGATCCGATATCCTACAAATGAACAGGAATGT 
pEU-HA-W76 F TACGCCCCGGCCGATATCATGGACGCGGCGTGGC 
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